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1．研究開発背景︓環境DNAメタバーコーディング法

① 採⽔ ② ろ過 ③ DNA抽出

⑤ DNA配列決定⑥ ⿂種決定

④ DNA増幅・加⼯

⿂類DNAは環境DNA全体の0.004％
25,000本のうちのたった1本

Miya et al. (2022) Annual Review of Marine Science 14:161–185 を改変
3/21



1．研究開発背景︓環境DNAメタバーコーディング法
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MiFish法 (Miya et al. 2015) を⽤いた研究の地理分布（被引⽤件数 = 832）

Miya et al. (2022) Annual Review of Marine Science 14:161–185 を改変



2．研究開発⽬的

◆ 環境DNAメタバーコーディング法の確⽴
・深海性脊椎動物（⿂類）

MiFish法の⾄適化
・深海性無脊椎動物（刺胞動物・甲殻類・棘⽪動物・軟体動物）

新規⼿法の開発・MiDeca法のターゲット拡⼤（⼗脚甲殻類以外）
・種査定の精度を上げるためのリファレンス配列の充実

標本と紐付けたDNA塩基配列の取得

◆ 環境DNAを⽤いた多様性モニタリング法の提案

・⽣物多様性重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング法の提案

◆ 環境省への技術移転

・実験技法のマニュアル化と技術提供
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3．研究⽬標

① 代表的分類群(⿂類・刺胞動物・甲殻類・棘⽪動物・軟体動物)を対象としたPCRプライマーを開発・既
存のプライマーを⾄適化すると同時に、それぞれのプライマーについての実験条件を確⽴する。

② 上記の分類群について、同定された標本と紐づけたDNAのシークエンス情報を取得し、リファレンス配
列を充実させる。関連して、次世代シークエンサーから出⼒されたデータを処理する解析パイプライン
を構築し、種判別精度を⾼めるとともに、リファレンスの不⾜により種の同定が困難なデータについ
て、種に相当する遺伝⼦配列の分類単位をまとめる⼿法を確⽴する。

③ 全国各地の海洋深層⽔で得られた環境DNAを分析することにより、深海性⿂類を中⼼とする⽣物群集の
時空間動態を明らかにする。

④ 実海域から得られた各分類群の環境DNAを本研究で確⽴する⼿法により分析し、データから重要海域の
抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情報を取得する。

⑤ 以上で得られた各種技術を環境省へ移転し、海洋保護区(沖合海底⾃然環境保全地域)の継続的で効率的
なモニタリングを可能にする。
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環境DNAを⽤いた深海性⼤型動物のメタバーコーディング法（同時並
列多種検出法）を脊椎動物と無脊椎動物の代表的分類群に対して開発
し、沖合海底⾃然環境保全地域における継続的な種多様性モニタリン
グを可能にする。具体的には以下の通りになる。



4．研究開発内容（サブテーマ１）

1）⿂類を対象とした実験⼿法の効率化

2）リファレンス配列の充実と解析パイプラインの構築

3）海洋深層⽔を⽤いた深海性⿂類の検出

4）実海域サンプルを⽤いた⿂類群集解析

5）実験⼿法のマニュアル化と環境省への技術移転

・深海性⿂類の12S rRNA塩基配列の収集とMiFishプライマー配列との⽐較照合
・ターゲット領域の増幅における新たな耐熱性ポリメラーゼ（SuperFi II）の使⽤

・⽂献調査に基づく⽇本産深海性⿂類のリストアップとリファレンスデータの充実
・次世代シークエンサ固有のエラー配列を⾃動補正する解析パイプラインの開発

・ 5つの汲み上げ施設から得られた環境DNAを⽤いたMiFish法による深海性⿂類の検出

・ 7つの海⼭と駿河湾奥から得られた環境DNAを⽤いたMiFish法による深海性⿂類の検出

・MiFish法とデータ解析
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・深海性⿂類群集の多様性解析と時空間分析

・深海性⿂類群集の多様性解析と⽣物多様性解析と空間分析



5–1．研究成果の概要（サブテーマ 1–1）
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Kawato et al. (2021) MethodsX 8:101238

SuperFi II

KAPA HiFi

⽇本産深海⿂1,302種の65.6%に相当する856種を網羅（34⽬・185科・479属）

1) ⿂類を対象とした実験⼿法の効率化

2) リファレンス配列の充実と解析パイプラインの構築

Zhu et al. (2023) Mol Biol Evol 43:msad035

エラー配列を⾃動補正する新たな解析パイプラインをMitoFishデータベースに搭載



5–1．研究成果の概要（サブテーマ 1–2）
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3/4) 海洋深層⽔と実海域サンプルを⽤いた深海性⿂類の検出

① 深層⽔採取地点 ② 各地点で検出種数のバラツキ

③ NMDSによる⿂類群集の違い ④ ⼤型⾼次捕⾷者ヨコヅナイワシの検出

(Fujiwara et al. 2023)



5–1．研究成果の概要（サブテーマ 1–3）
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5) 実験⼿法のマニュアル化と環境省への技術移転



4．研究開発内容（サブテーマ２）

1）無脊椎動物を対象とした環境DNA分析⽤のプライマーの設計

2）海⽔サンプルを対象とした環境DNA保存法の⾄適化

3）海洋深層⽔を⽤いた深海性無脊椎動物の検出

4）実海域サンプルを⽤いた無脊椎動物解析

5）リファレンス配列の整備

・花⾍綱、鉢⾍綱、棘⽪動物、クモヒトデ綱、ウミユリ綱、⾙類、頭⾜綱の新規プライマー設計

・保存法や抽出法の改良による環境DNA収量の増加

・ 5つの汲み上げ施設から得られた環境DNAを⽤いた新規プライマーによる無脊椎動物の検出

・無脊椎動物標本の収集とリファレンス配列の整備
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・深海性無脊椎動物群集の多様性解析と空間分析

6）実験⼿法のマニュアル化と環境省への技術移転
・無脊椎動物の環境DNAメタバーコディング法（DNA抽出から種決定まで）

・⽔族館の⽔槽⽔や海洋深層⽔を⽤いた新規プライマーのテスト

・実海域の環境DNAを⽤いた新規プライマーによるによる深海性無脊椎動物の検出
・深海性無脊椎動物群集の多様性解析と空間分析



5–1．研究成果の概要（サブテーマ 2–1）
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1/2) 無脊椎動物を対象とした環境DNA分析⽤のプライマーの設計・DNAの保存法

5) リファレンス配列の整備

使⽤酵素による増幅の違い (KOD vs KAPA)

新規プライマーの開発 (頭⾜類)

保存法によるDNA収量の違い (RNAlater vs 
Buffer ATL; Wu & Minamoto 2023)

3年間にわたって⼗脚⽬910種、端脚⽬3種、等脚⽬4種、頭⾜綱17種、クモヒトデ綱24種、腹
⾜綱133種、⼆枚⾙綱12種、棘⽪動物132種などの合計1,235種のリファレンス配列を新たに取
得した。この結果、既存のデータと合わせ、本研究で対象とする分類群の主要な⽬ (甲殻類は亜
⽬) 48⽬ (亜⽬) のうち46⽬ (亜⽬) について、代表的な種のデータが1件以上利⽤可能となり、
環境DNAで検出された種を少なくとも⽬レベル同定できる体制が整い、主要分類群に関しては科
レベルの同定が可能になった。



5–1．研究成果の概要（サブテーマ 2–2）
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3/4) 海洋深層⽔と実海域サンプルを⽤いた深海性無脊椎動物の検出

海洋深層⽔から検出された主要無脊椎動物群の種数と群集の違い

実海域から検出された主要無脊椎動物群の種数、群集組成、群集組成の違い
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5–1．研究成果の概要（サブテーマ 2–3）
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6）実験⼿法のマニュアル化と環境省への技術移転



5–2．環境政策等への貢献（1）

＜⾏政等が既に活⽤した成果＞

・ 本課題で深海性⿂類に⾄適化されたMiFish法については、環境省が⼆次的⾃然環境に
おける調査に既に幅広く利⽤している。また、環境省は「環境DNA分析技術を⽤いた
淡⽔⿂類調査⼿法の⼿引き」を作成して公開している(https://www.biodic.go.jp/
edna/reports/fwfish_tebiki1.pdf)。この⼿引きは継続的に改訂されており、現在第
2版が公開されている。

・ 同様に、国交省の河川⽔辺の国勢調査のテーマ調査にMiFish法が導⼊済みで、R8年
度からは本調査に導⼊する予定となっている (辻ほか 2021, 篠原ほか 2021, 河川技
術論⽂集 27)。

・ 同様に、⽔産庁の各研究所でMiFish法の試⾏テストが⾏われ、⼈⼯⿂礁の効果検証
(Sato et al. 2021, Scientific Reports 11:19477) や東京湾における⿂類群集調査
(Hongo et al. 2021, Regional Studies in Marine Sciences 47:101950) に本⼿法
が⽤いられ、直接的⼿法 (⽬視観察やネット採集) では不明だった⿂類群集の時空間
動態が明らかとなった。

・ このような流れは⺠間にも波及しており、河川⿂類群集の時空間変動を明らかにした
り (Suzuki et al. 2022, Limnologica 93:125955)、環境RNAを利⽤したMiFish法
を開発することによって誤検出の確率を低下させたり (Miyata et al.2021, Ecologi-
cal Indicator 158: 107796) などの⼤きな成果を上げている。
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5–2．環境政策等への貢献（2）

＜⾏政等が活⽤することが⾒込まれる成果＞

・ サブテーマ１と２では、SII-7-2の参画者以外でも再現性の⾼い実験結果が得られる
ように、⿂類と無脊椎動物を対象とした環境DNAメタバーコーディングの実験マニュ
アルを作成した。本マニュアルは、本プロジェクト終了以降に沖合海底⾃然環境保全
地域のモニタリングが継続的に実施されるにあたり、有効活⽤されることになる⾒込
みである。

・ 上記マニュアルに記載された内容 (とくにMiFish法) については、環境DNA学会が発
⾏する英⽂マニュアルに準拠したもので、この英⽂マニュアルは世界各国で幅広く利
⽤されている。たとえば⽶国⼤気海洋局 (NOAA) を中⼼とするメンバーは、⽶国沿
岸・沖合におけるMiFish法による研究成果を出した。同様に、国連教育科学⽂化機関
(UNESCO) が2023年から進める「海洋世界遺産20海域の⿂類相調査プロジェクト」
では、本課題で実施した研究成果に基づき⿂類群集モニタリングにおけるMiFish法の
優位性が⽰された結果、本⼿法が標準法として採⽤される⾒込みとなった。

・ カナダのゲルフ⼤学 M. Hajibabaei 准教授が主導して、International eDNA Stan-
dardization Task Force (iESTF) ⽴ち上げの準備が進められている。環境DNAメタ
バーコーディングを⽣物多様性モニタリング⼿法としてISO化を試みるのが主眼と
なっており、この会合にはサブテーマ２の研究代表者である源博⼠がメンバーとして
加わっている。MiFish法を含む各種環境DNA実験⼿法の国際標準化に取り組むことに
なっている。
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5-3．研究⽬標の達成状況（全体⽬標）
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1） 代表的分類群（⿂類・刺胞動物・甲殻類・棘⽪動
物・軟体動物）を対象としたプライマーを開発・既
存のプライマーを最適化すると同時に、それぞれの
プライマーについての実験条件を確⽴する。

２）上記の分類群について、同定された標本と紐づけた
DNAのシークエンス情報を取得し、リファレンス配
列を充実させる。関連して、次世代シークエンサー
から出⼒されたデータを処理する解析パイプライン
を構築し、種判別精度を⾼めるとともに、リファレ
ンスの不⾜により種の同定が困難なデータについて、
種に相当する遺伝⼦配列の分類単位をまとめる⼿法
を確⽴する。

３）全国各地の海洋深層⽔で得られた環境DNAを分析す
ることにより、深海性⿂類を中⼼とする⽣物群集の
時空間動態を明らかにする。

４）実海域から得られた各分類群の環境DNAを本研究で
確⽴する⼿法により分析し、データから重要海域の
抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情
報を取得する。

５）以上で得られた各種技術を環境省へ移転し、海洋保
護区（沖合海底⾃然環境保全地域）の継続的で効率
的なモニタリングを可能にする。

５つの全体⽬標 すべて⽬標通りの成果を上げた

代表的分類群のプライマーを設計し、実験条件を確⽴し
た。回収率を上げる環境DNAの保存法や、希薄な環境
DNAの効率的増幅法の開発など、環境DNAを⽤いた深
海⼤型⽣物の検出技術が格段に⾼まった。

⿂類と無脊椎動物について、ほとんどの分類群で科レベ
ルの判定が可能なリファレンスデータを収集できた。ま
た、エラー配列を⾃動補正する新たな解析パイプライン
を開発することにより、精度の⾼い種判定が可能になっ
た。このパイプラインから出⼒される系統樹に基づき、
⾼次分類群レベルの帰属が容易になった。さらに、この
パイプラインをMitoFish上で公開することにより、誰で
も利⽤できるようにした。

５つの汲み上げ施設の海洋深層⽔から多種多様な深海⼤
型⽣物の検出に成功し、種多様性や群集組成に⽔平的(=
地理的)・鉛直的な構造があることが明らかになった。

３回の調査航海で得られた実海域からの環境DNAから多
種多様な深海⼤型⽣物の検出に成功し、重要海域の抽出
基準を踏まえたモニタリング項⽬に関する情報が取得で
きることが明らかになった。

各種実験⼿法をマニュアル化することにより、再現性の
⾼い実験が可能になった。これによって、海洋保護区の
継続的なモニタリングが可能になる。



5-3．研究⽬標の達成状況（サブテーマ１）
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1） 既存のPCRプライマーを深海性分類群に対して最適
化すると共に、海洋深層⽔を利⽤して採⽔・ろ過な
どのサンプル処理法やライブラリ調整等の実験法を
確⽴する。

２）標本とDNA塩基配列を紐付けた深海性分類群のリ
ファレンスデータを充実させ、次世代シークエンサ
から出⼒される⼤量データを処理する解析パイプラ
インを構築し、種判定精度を⾼める。

３）全国各地の海洋深層⽔で得られた環境DNAを分析す
ることにより、深海性⿂類群集の時空間動態を明ら
かにする。

４）海洋保護区（沖合海底⾃然環境保全地域）の設定が
想定される⽔深ならびに実海域から得られた環境
DNAを本研究で確⽴する⼿法により分析し、データ
から重要海域の抽出基準を踏まえたモニタリング項
⽬についての情報を取得する。

５）以上で得られた各種技術を環境省へ移転し、海洋保
護区（沖合海底⾃然環境保全地域）の継続的で効率
的なモニタリングを可能にする。

５つの個別⽬標 すべて⽬標通りの成果を上げた

深海性⿂類が既存のプライマーで検出可能であることを
確認し、海洋深層⽔を利⽤して実験法の⾄適化を⾏った
とくに新たなDNAポリメラーゼの採⽤は、希薄な深海⿂
の環境DNAを検出するのに効果的であった。

リファレンス配列を充実させた結果、深海性分類群
1,302種の65.6%を網羅することができた。また、新た
な解析パイプラインを開発して種判定制度を⾼め、デー
タベースMitoFishに搭載して公開した。

５つの汲み上げ施設の海洋深層⽔から多種多様な深海性
⿂類の検出に成功し、種多様性や群集組成の時空間動態
を明らかにすることができた。

３回の調査航海で得られた実海域からの環境DNAから多
種多様な深海性⿂類の検出に成功し、重要海域の抽出基
準を踏まえたモニタリング項⽬に関する情報が取得でき
るようになった。⼤型⾼次捕⾷者であるヨコヅナイワシ
の検出は海洋保護区の保全に有⽤な情報を提供する。

以上で確⽴された実験⼿法をマニュアル化することによ
り、再現性の⾼い実験が可能になった。これによって、
海洋保護区の継続的なモニタリングが可能になる。



5-3．研究⽬標の達成状況（サブテーマ２）
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1） 刺胞動物（花⾍綱、鉢⾍綱）、甲殻類（⼗脚⽬、端
脚⽬、等脚⽬）、棘⽪動物（ヒトデ綱、ウニ綱、ナ
マコ綱、クモヒトデ綱、ウミユリ綱）、軟体動物
（腹⾜綱、⼆枚⾙綱、頭⾜綱）を対象としたプライ
マーを開発する。同時に、それぞれのプライマーを
⽤いる際の実験条件を確⽴する。

２）同定された標本と紐づいたDNAのシークエンス情報
を取得し、リファレンス配列を充実させる。これに
関連して、次世代シーケンサーから出⼒されたデー
タを処理する解析パイプラインを構築し、種判別精
度を⾼めるとともに、リファレンスの不⾜により種
の同定が困難なデータについて、種に相当する遺伝
⼦配列の分類単位をまとめる⼿法を確⽴する。

3） 実⽔域で採集された環境DNAを本サブテーマで確⽴
した⼿法を⽤いて解析し、サブテーマ1によって取
得される脊椎動物のデータとあわせて、重要海域の
抽出基準を踏まえたモニタリング項⽬についての情
報を取得する。

３つの個別⽬標 すべて⽬標通りの成果を上げた

すべての分類群でプライマーを開発し、実験条件を確
⽴、深海サンプルへの適⽤に成功した。ただし、⾙類に
ついては深海サンプルからの検出がなかったため今後の
検討が必要である。また、DNAの新たな保存・抽出⽅法
の開発に成功し、環境DNAサンプルからのDNA収量を
倍程度に⾼めることができた。

合計1,235種の新たなリファレンス配列を取得し、代表
的な分類群について⽬レベルでの同定が可能となった。
また、不完全なリファレンス配列により種同定が困難な
ものについて、分類単位として遺伝⼦配列の使⽤が可能
であることを⽰した。解析パイプラインについてはサブ
テーマ１で開発したスタンドアロン版を使うことで精度
の⾼い種判定が可能になる。

実海域のサンプルから合計191種の無脊椎動物種のDNA
の検出に成功し、検出種のリストから重要海域の抽出基
準を踏まえたモニタリング項⽬に関する情報が得られる
ことを⽰した。ダイオウイカのDNAが5箇所で検出され
るなど、希少種の情報を得られることが実証できた。
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